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研究成果の概要（和文）：本来細胞質で分解されるp62タンパク質が特定の条件下で核に蓄積するという知見を
基に、p62が核蓄積を引き起こす条件を探索する系を確立した。現在のところ低濃度MPP+のみが再現性よく核蓄
積を引き起こすことが明らかとなった。一方、p62の核における機能を探るため、p62と結合するタンパク質を探
索したところ、p62結合タンパク質としてタンパク質Xが見出されたため、その結合部位を同定した。

研究成果の概要（英文）：Based on the finding that p62 protein, which is originally degraded in the 
cytoplasm, accumulates in the nucleus under specific conditions, we have established a system to 
search for conditions under which p62 causes nuclear accumulation. Currently, only low 
concentrations of MPP+ are found to cause nuclear accumulation with good reproducibility. On the 
other hand, to explore the function of p62 in the nucleus, we searched for proteins that bind to p62
 and found protein X as a p62-binding protein, and identified its binding site.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
p62は選択的オートファジーの基質であり、細胞内でさまざまな役割を有する。そのため、期間内に挙げた研究
成果を基に本研究がさらに発展し、p62核蓄積がどのような物質、どのような条件で起こるかが判明して核蓄積
がもたらす影響の全貌が明らかになると、細胞生物学的に未解明の現象を解明する手がかりとなることが考えら
れる。また、パーキンソン病をはじめとする関連疾患の病態解明などにつながる可能性が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
多くの疾患は遺伝的素因と環境要因の両者により発症する。代表的な神経変性疾患であるパー
キンソン病 (PD) も例外ではなく、数%の単一遺伝子変異を発症原因とする家族性 PDを除くほ
とんどが孤発性（非遺伝性）PDである。家族性 PDの原因遺伝子がコードするタンパク質の機
能解析を基に PD発症原因を探る研究が盛んに行われているが、孤発性 PD発症の環境因子はお
そらく非常に数が多く、それらが複合的に作用して発症することが予想され、まったく見当がつ
かないのが現状である。 
これまで PD発症に関与する環境因子としてさまざまな物質が研究されてきた。特に環境中、食
品中に存在する神経毒性物質、農薬などは、PD発症に関与する可能性が考えられてきたが、PD
発症に関与する有力な手がかりはまったく見出されていない。その理由として、環境因子を探索
する系が存在しないことが挙げられる。このような背景の中で申請者は、PDモデル作製に使用
されてきたMPP+（MPTPの活性代謝物）を低濃度用いて、高濃度では起こらない現象を探索し
た。(Miyara et al., J. Neurochem., 2016; Sakamoto et al., Sci. Rep., 2017) その結果、穏やか
な細胞死が起きる特定の条件において、本来細胞質でオートファジーにより選択的に分解され
るタンパク質 p62が核に蓄積するという可能性を見出した。過去の論文を精査したところ、p62
タンパク質がオートファジーの基質として報告され注目される以前に、PD患者死後脳のドパミ
ン神経細胞の核に蓄積しているタンパク質の１つとして p62が報告されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、p62が核に蓄積する条件およびそのメカニズムを解明し、核における p62の作用を
明らかにすることを目的とする。 
 
 
３． 研究の方法 
 
(1) p62核蓄積が起こる実験系の構築 

p62 核蓄積を簡便にモニターするため、GFP-p62 を細胞にトランスフェクションし、GFP
の核蓄積を調べる実験系 を構築した。実験にはトランスフェクション効率を考慮し、HeLa
細胞を用いた。この細胞を用いて 

 
(2) p62核蓄積検出の自動化高速化 
多数の化学物質を効率よくスクリーニングを行うため、High Content Screening装置であ
る Opera Phenix (Perkin Elmer) を用いてアッセイの自動化高速化を行った。 

 
(3) p62結合タンパク質の同定 
核内において p62と結合するタンパク質は核蓄積の原因となったり、p62核蓄積を制御した
りしている可能性が考えられる。そこで、核において p62と結合するタンパク質を同定する
ことにより、核における機能を推測することにした。リコンビナント p62タンパク質と細胞
可溶化液あるいは核抽出液をインキュベートし、電気泳動後、LC-MS/MS を用いた解析に
より p62 結合タンパク質 X を同定した。また、両者が細胞内で結合していることを調べる
ため、HA-p62と FLAG-Xを細胞に共発現させ共免疫沈降法を用いて確認した。 

 
(4) p62結合タンパク質 Xの p62結合部位同定 

p62 結合タンパク質 X が p62 タンパク質のどの部位に結合するかを明らかにするため、さ
まざまなドメインを削ったHA-p62ベクターを作製し、FLAG-Xと細胞に共発現させ、共免
疫沈降を行い両者の結合を調べた。 
 
 
４． 研究成果 
 
(1) p62核蓄積が起こる実験系の構築 

GFP-p62 を発現させた HeLa 細胞は、特定の条件で核移行することが確認され、p62 核蓄
積のモニター細胞として利用可能であることが明らかとなった。そこでこの細胞を用いて、
本来細胞質でオートファジー により選択的に分解されるタンパク質 p62が核に蓄積すると
いう現象が他の条件によっても起こるか調べた。 
当初、細胞培養メディウムをグルコース飢餓かつアミノ酸飢餓となる PBS(+)とし、かつミ



トコンドリア脱 共役剤である CCCP (50 µM) を曝露した際に、p62核蓄積が認められる可
能性が考えられたため、この再現性を確かめた。その結果、この条件では、GFP-p62 のみ
ならず p62を結合していない GFPでも核移行が認められたため、PBS(+)およびミトコンド
リア脱共役剤の組み合わせは、低濃度MPP+と異なり p62核蓄積を誘導する条件ではないこ
とが明らかとなった。 
 

(2) p62核蓄積検出の自動化高速化 
Opera Phenixを用いた p62核蓄積評価系の実験条件が最適化された。この条件を用いて引
き続き低濃度MPP+と同様の p62核蓄積が認められる条件の探索を行っているが、現在のと
ころ再現性よく p62核蓄積を引き起こす物質はMPP+である。 
 

(3) p62結合タンパク質の同定 
リコンビナント p62タンパク質と細胞可溶化液あるいは核抽出液をインキュベートし、p62
結合核タンパク質を探索し、新規 p62核内結合タンパク質 Xを見出した。HA-p62と FLAG-
X を細胞に共発現させ共免疫沈降法を用いて確認したところ、抗 HA 抗体で免疫沈降を行
い、抗 FLAG抗体で WBを行った場合にも、両者を入れ替えて行った場合にもバンドが認
められたことから、p62とタンパク質 Xが細胞内で結合していることが明らかとなった。 
 
(4) p62結合タンパク質 Xの p62結合部位同定 

p62はオートファジーの選択的基質であるだけでなく、さまざまなタンパク質と結合し、さ
まざまな役割を果たす多機能タンパク質である。p62核蓄積の影響を考える上で、核におけ
る結合タンパク質を同定することは重要である。そこで、p62は PB1、UBAドメインにお
いて多くのタンパク質と相互作用することが知られている。そこで X が p62 タンパク質の
どの部位に結合するかを調べた結果、PB1ドメイン、ZZドメインを含む p62のN末端側で
Xと結合することが示唆された。 
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